per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) aassificadon Internationale des brevets 5 
C12N 1/06, C07K 3/08, 15/00 
C07K 13/00, A61K 39/21, 39/145 
COIN 33/569 



Al 



(ll)Numero de publication Internationale: WO 94/00557 
(43) Date de publication Internationale : 6 janvier 1 994 (06.0 1 .94) 



(21) Numcro de la demande internationale: PCT/FR93/00654 

(22) Date de depot international: 29 juin 1993 (29.06.93) 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

92/0805 1 30 juin 1992 (30.06.92) 



FR 



(71) Deposant (FR seulement): CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE [FR/FR]; 15, quai 
Anatole-France, F.75700 Paris (FR). 

(71) Deposant (pour tons les Etats designes sauf FR US): PAS- 
TEUR MERIEUX SERUMS ET VACCINS [FR/FR]; 
58, avenue Lcderc, B.P. 7046, F.69348 Lyon Ccdex 07 
(FR). 

(72) Inventeurs;et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement) : MADJAR, Jean-Jac- 
ques [FR/FR]; 10, rue Bellecordiere, F-69002 Lyon (FR). 
POLY. Herve [FR/FR]; 3, rue Rigot-Vitton, F-69270 
Fontaines-sur-Saone (FR). 



{74)Mandataire: DEMACHY, Charles; Grosset-Foumier & 
Dcmachy s.a.r.L, 103, rue La Fayette. F-75010 Paris 
(FR). 

(81) Etats designes: AU, CA, JP, US, brevet europeen (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, OR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT. SE). 



Publiee 

Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title; 



(54)Titre 



METHOD FOR PREPARING MEMBRANE PROTEINS AND PRESERVING OL^p^^^ 
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PROCEDE D'OBTENTION DE PROTEINES MEMBR.AN AIRES, PERMETTANT LE MAINTIEN DES 
STRUCTURES OLIGOMERIQUES DE CES PROTEINES EN CONDITIONS DENATURANTES, ET UTILI- 
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(57) Abstract 

A method for the lysis of micro-organisms such as viruses, in particular for preparing and, if required, purifying membrane 
proteins in said micro-organisms, wherein any proteins which may be present in oligomeric form are preserved m that form while 
The infectiousness of the micro-organisms is destroyed. Said method is characterized in that it includes the step of treating said 
micro-organisms with a composition containing a combination of at least two different amphipathic molecules. The use ot the re- 
sulting oligomeric proteins in diagnostic methods or vaccine compositions is also disclosed. 

(57)Abrege 

Uinvention a pour objet un precede de lyse de micro-organismes, lels que les virus, notamment aux fins d'obtention et, le 
cas echeant de purification des proteines a localisation membranaire chez ces micro-organismes. ce procede pennettant de mam- 
tenir sous forme oligomerique celles des proteines susceptibles d'etre presentes sous une telle forme dans ces micro-organismes 
tout en detruisant le pouvoir infectieux de ces micro-organismes, lequel procede est caractense en ce qu il comprend ^F^pe ae 
traitement de ces micro-organismes a Taide d'une composition contenant une association d'au moms deux molecules mnerenies 
au caractere amphipaihique. Uinvention vise egalement I'utilisation des proteines oligomeriques obtenues par ce procede pour la 
mise en auvre de methodes de diagnostic, ou dans des compositions vaccinantes. 
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PROCEDE D'OBTENTION DE PROTEINES MEMBRANAIRES, 
PERMETTANT LE MAINTIEN DES STRUCTURES OLIGOMERIQUES DE 
CES PROTEINES EN CONDITIONS DENATURANTES, ET UTILISATION 
DE CES PROTEINES DANS UN BUT DE DIAGNOSTIC OU DE 
5 VACCINATION. 



L'invention a pour objet un precede d'obtention de proteines oligomeriques, 
et plus particulierement celles a localisation membranaire dans les cellules, micro- 
10 organismes (notamment les virus) ou botes cellulaires infectes par ces micro- 
otganismes. ce precede pennetiant le maintien de ces proteines sous forme 
olisomerique. 

L'invention a egalement pour objet les utilisations de ces proteines 
olisomeriques ainsi obtenues, noianiment pour la mise en oeuvre de methodes de 
15 dia'snostic de pathologies causees par I'infection d'un individu par des micro- 
org'anismes porteurs de telles proteines. ou encore dans le cadre de la vaccination 

conire ce type d' infection. 

De nombreuses proteines a localisation membranaire dans les cellules ou les 
micro-oreanismes sont sous forme oligomerique. A titre illustratif, on peut citer 
20 parmi leJ micro-organismes susceptibles de posseder des prot6ines oligomeriques 
membranaires, les virus responsables du syndrome d'immunod6ficience acquise 
(SIDA). 

Dans le cas de la recherche d'une infection par HIV, une serologie trouvee 
positive au depistage. generalement par des tests de diagnostic de type EUSA, ne 
25 permet pas, a elle seule, d'affirmer la contamination par le virus. Deux methodes 
concurrentes sont utUisees pour la confirmation. La premiere, reputee la plus 
performante, est connue sous I'abreviation de RIPA ("radio-immuno precipitation 
assay") car elle fait appel a rimmuno-precipitation des proteines virales 
prealablemem marquees par un isotope radioactif (ici la 35s^:yst6ine). La seconde 
30 methode est designee par I'expression "western blot". En pratique, elle met en 
oeuvre rimmuno^tection par les anticorps.du serum a analyser, des protemes 
virales s6par6es par 61ectrophorese et transferees sur une feuille de nitrocellulose 
ou tout autre support equivalent. Dans les deux cas. il faut cultiver le virus comme 
source d'antigene mais, le RIPA n'est realisable qu'en laboratoire specialise ayant 
35 k sa disposition I'equipement et la structore permettant la culture et le marquage du 
virus en conditions rdglement&s. tandis que le "western blot" peut etre utUise dans 
n'importe quel laboratoire auquel est foumi la membrane portanl les protemes 
antigeniques virales deja separees par electrophorese. 
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La glycoproteine de I'enveloppe de HIV-1 est codee par le gene "env", et la 
traduciion de I'ARNm correspondant donne une proteine glycosylfie, gpl60, sous 
forme d'un precurseur dont la masse moleculaire est de 160 kDa. La gpl60 est 
cliv6e I I'intdrieur de la cellule pour donner, au niveau de la membrane 

5 cytoplasmique lots du bourgeonnement du virus en cours de formation, d'une part 
la gpl20 que I'on retrouve a I'exterieur de la cellule et du virus, et, d'autre part, la 
gp41, partie transmembranaire de la glycoproteine, qui correspond a I'extremite 
carboxy-terminale du prdcurseur. Une fois la particule virale Uberee, la gp41 seule 
proteine transmembranaire, presentera son extremite carboxy-terminale tounee vers 

10 I'lnterieur du virus et son extremite amino-terminale faisant saillie a I'exterieur, se 
maintenant associ6e de fagon non covalente a la gpl20. La gpl20 se comporte 
comme une molecule bi-fonctionnelle. Par son extremite amino-terminale, elle est 
fixee a la gp41 alors que son extremite carboxy-terminale recomiait la region situee 
entre les residus 32 et 47 de la molecule CD4 (specifique des lymphocytes T4 

15 auxiliaires, macrophages...)- La liaison de la gpl20 au CD4 permet d'exposer la 
membrane de la cellule cible a la partie hydrophobe amino-terminale de la gp41, ce 
qui semble induire le mecanisme de fiision des membranes du virus et des ceUules, 
cette fusion etant a I'origine de la penetration du virion dans la ceUule cible lors de 
I'infection (pour revues, voir Evans et Levy, 1989; Wong-Staal et Haseltine, 

20 1992). 

Ce processus de reconnaissance du recepteur viral, suivi de la fusion des 
membranes grace a I'interaction de I'extremite amino-terminale.de la proteine de 
fusion avec la membrane de la cellule cible, n'est pas un mecanisme propre a HIV. 
II est possible grace a la presence, sous forme oligomerique, des glycoprotemes 
25 trans-membranaiies du virus. Des pontages par agents chimiques ont permis de 
mettre en evidence des trimeres au niveau des glycoproteines de I'enveloppe de 
MuLV (Takemoto et col., 1978; Pinter et Fleissner, 1979), de MuMTV (Racevskis 
et Sarkar, 1980). II a aussi ete montre que la proteine de I'envelope de RSV forme 
des oligomeres reorouves dans les ceUules infectees et les particules virales 
30 (Einfeld et Hunter, 1988). Le virus de Tinfluenza exprime egalement a sa surfiace 
une hemagglutinine sous forme trimerique (Doms et Helenius, 1986). Dans ce 
dernier cas, la forme multimSrique est necessaire au transport intracellulaire de la 
proteine (Copeland et col., 1986; Getbing et col., 1986). L'influenza exprime aussi 
a sa surface une neuraminidase sous forme de tetramere (Varghese et col., 1983). 
35 Le virus de la stomatite vesiculaire (VSV) exprime egalement une glycoproteine 
sous foime oligom6rique et, dans ce cas, I'association des monomferes est 
indispensable au transport de la proteine du reticulum endoplasmique vers 
I'appareU de Golgi (Kreis et Lodish, 1986). L'oUgomerisation de la glycoproteine 
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transmembranaire se retrouve egalement dans les paramyxovirus, tel que le virus 
de Sendai et dans le virus des oreillons. 

Les auteurs de la presente invention ont mis en Evidence le fait qu'il est 
possible, dans des conditions bien determinees, et meme en conditions 
denaturantes, d'isoler des fonnes oligom6riques de cette gp41 de HIV-1 (et plus 
particulierement un trimere de 120kDa et un tetramere de 160kDa) qui sont done 
des proteines differentes des gpl20 et gpl60 susmentionnees. 

Les structures oligomcriques des protfiines, et plus particulierement des 
proteines membranaires, representent des formes moleculaires caracteristiques de 
certaines categories de cellules, micro-organismes ou botes cellulaires infectes par 
ces micro-organismes, et sont par consequent des composants particulierement 
avantageux a utiliser: 

- dans le cadre d'un depistage de pathologies causees par I'infection d'un 
individu par ces micro-organismes (notammem par detection d'anticorps diriges 

15 centre ces proteines dans les serums des individus infectes), et plus specifiquement 
dans le cadre d'un test de confirmation des mefliodes classiques de depistage de ces 
infections, 

- ou encore dans le cadre de la vaccination destinee a prevenir de teUes 
infections. 

20 Toutefois, les methodes existant actoeUement pour I'isolement des proteines k 

parnr de ceUules ou micro-organismes, en vue notamment de leur obtention, 
detruisent ces strucmres oligomcriques pour donner naissance a des formes 
monomeriques dont I'utflisation ne permet pas toujours de conclure de fa9on 
certaine a une infection, ni d'obtenir une vaccination efficace contre ces infections. 

25 Or la pr6sente invention a precis6ment pour but de fourair un precede 

d'isolement de proteines a partir de ceUules, micro-organismes ou botes cellulaires 
infectes par ces micro-organismes, qui presente I'avantage de permettre le maintien 
sous forme oligomerique de celles des proteines existant sous une telle forme dans 
ces cellules, micro-organismes ou botes cellulaires infectes par ces micro- 

30 organismes. 

L' invention a egalement pour but de mettre a la disposition du public des 
metiiodes de diagnostic in vitro , notamment chez I'Homme, d'infections causes 
par ces micro-organismes, et plus particulierement des tests de diagnostic et de 
confirmation, notamment dans le cadre de I'infection par HIV, qui soient plus 
35 performants et plus fiables que les methodes de diagnostic ou tests de confirmation 
acmels. 
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L'invention a egalement pour but de fournir de nouvelles compositions 
vaccinantes a base de proteines oiigomeriques, notanunent dans le cadre de la 
vaccination contre les infections par HIV. 

L'invention a egalement pour but de foumir des compositions pour la mise en 
5 oeuvre d'un tel procede d'isolement de proteines sous forme oligomerique. 

L'invention a pour objet un procede de lyse de cellules ou de micro- 
organismes, notanunent de virus, ou d'hotes cellulaires infectes par ces micro- 
organismes, aux genomes modifies ou non, ce procede permettant de maintenir 
sous forme oligomerique celles des proteines susceptibles d'etre presentes sous une 
10 telle forme dans les cellules, micro-organismes ou botes cellulaires susmentionnes, 
tout en detruisant le pouvoir infectieux de ces micro-organismes, lequel procede est 
caracterise en ce qu'il comprend une etape de traitement de ces cellules, micro- 
organismes ou botes cellulaires a Taide d'une composition contenant une 
association d'au moins deux molecules differentes au caractere amphipathique, 
15 chacune de ces molecules comprenant ime partie hydrophobe et une partie 
bydrophile. 

Le proc6d6 de T invention permet avantageusement de detruire le pouvoir 
infectieux des micro-organismes, et plus particulierement des virus (on parlera 
encore d'inactivation des particules infectieuses), tout en maintenant tout ou partie 
20 des proprietes immunogenes des protemes des micro-organismes, notanunent grace 
au maintien de leur structure oligomerique. 

Par proprietes immunogenes des proteines, on entend plus particulierement 
leurs proprietes d'induction de la formation d'anticorps, chez un individu, 
susceptibles de proteger ce dernier contre Tinfection par le micro-organisme dont 
25 sont issues les proteines susmentionnees, ou par un micro-organisme apparente. 

L'inactivation des particules infectieuses est obtenue par solubilisation des 
proteines non oiigomeriques dont Tactivite biologique est liee au pouvoir 
infectieux, notamment des proteines a activite polymerasique necessaires a la 
replication des particules virales, telles que I'ADN ou TARN polymerase. 
30 Les proteines non oiigomeriques ainsi solubilisees dans le cadre du procede 

de l'invention, perdeni certaines de leurs proprietes physico-chiraiques, dont celles 
liees au pouvoir infectieux des particules les contenant, tout en conservant tout ou 
partie de leurs proprietes immunogenes. 

Une caracteristique particulierement avantageuse de T invention est que le 
35 procede de lyse susmentionne est realisable a temperature ambiante, 

L'invention vise plus particulierement I'application d'un tel procede de lyse 
aux fins de separation des proteinies oiigomeriques a localisation membranaire dans 
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les cellules, micro-organismes ou botes cellulaires susmentionnes, aux fins 

d*obtention et, le cas echeant de purification de ces proteines. 

Par separation des proteines membranaires ci-dessus, il faut entendre la 

possibilite de separer 1' ensemble des differentes proteines oligomeriques presentes 
5 dans le milieu sur lequel est applique le precede de lyse susmentionne, des autres 

constituants, proteiques ou non, de ces cellules, micro-organisraes ou botes 

cellulaires, et, le cas ecbeant, la possibilite de separer ces differentes proteines 

oligomeriques entre elles. 

Si necessaire, le procede de T invention comprend une etape supplementaire 
10 de traitement par un agent chimique pontant tel que le formaldehyde, cette etape 

etant effecmee apres avoir utilise le procede de lyse susmentionne selon 

r invention. 

L' association des deux molecules amphipathiques utilisees dans le procede de 
r invention permet a la fois la solubilisation des proteines susceptibles d'etre 

15 presentes sous forme oligom6rique dans les cellules, micro-organismes ou botes 
cellulaires infectes par ces micro-organismes, et la reconstitution d'un 
environnement analogue a celui trouve dans la membrane de ces cellules, micro- 
organismes ou botes cellulaires, cet environnement etant necessaire au maintien de 
ces structures oligomeriques. Un des mecanismes possibles a Torigine de la 

20 reconstitution d'un tel environnement serait que Tune de ces deux molecules soit 
un compose (ci-apres designe par premier compose) se substituant aux 
phospbolipides et glycolipides membranaires, tandis que I'autre soit un compose 
(ci-apres designe par second compose) se substituant au cholesterol membranaire. 
Le procede de lyse de T invention est davantage caracterise en ce que Tune au 

25 moins des deux molecules de la composition utilisee pour le traitement des cellules, 
micro-organismes ou botes cellulaires, a savoir le premier compose susmentionne, 
possede la propriete, lorsqu'il est utilise en dehors de I'association definie ci-dessus 
avec le second compose, de solubiliscr I'ensemble des proteines presentes dans ces 
cellules, micro-organismes ou botes cellulaires, et de dissocier les proteines qui 

30 sont sous forme oligomerique (ce qui conduit aux stuctures monomeriques de ces 
proteines), ce compose etant utilise dans T association definie ci-dessus avec le 
second compose dans des proportions telles qu*il conserve la propriete de 
solubiliser les proteines presentes dans ces cellules, micro-organismes ou bdtes 
cellulaires, et done d'inactiver les pardcules infectieuses, tout en autorisant le 

35 mamtien sous forme oligomerique de celles des proteines susceptibles d'etre sous 
une telle forme dans ces cellules, micro-organismes ou botes cellulaires. 
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Avantageusement, le premier compose defini ci-dessus est constitue d*une ou 
plusieurs chaines hydrocarbonees, hydrophobes saturees ou insaturees, ramifiees 
ou non, et d*une tete polaire reliant entre elles ou non ces chmnes hydrophobes. 
Le premier compose est avantageusement choisi panni les composes 
5 repondant a la formule suivante: 

: . CH3-(CH2)n-Ri dans laquelle: 

- R represente un groupe sulfate, phosphate, ou un halogene, notamment le 
chlore ou le brome, 

- n est supeieur ou egal a 4, et de preference compris entre 10 et 18. 

10 De preference le premier compose est choisi parmi les sels de dodecyl 

sulfate, notamment le dodecyl sulfate de sodium (SDS) ou de lithium. A titre 
illustratif , le premier compose pent egalement etre choisi parmi les sels de dioctyl 
sulfosuccinate (de sodium par exemple), les sels de cetyltrimethylammonium (de 
brome par exemple), les sels de cetylpyridinium (de chlore par exemple), les N- 

15 dodecyl- ou N-tetradecyl-sulfobetame, Toctylglucoside, le lauryl maltoside, 
Toxyde de lauryldimethylamme, le decanoyl-N-methylglucamide, et les 
polyethylene glycol (n) lauryl edier, 

Avantageusement le second compose utilise dans Tassociation definie ci- 
dessus avec le premier compose, possede la propriet6 de solubiliser les protSines 

20 oligomeriques membranaires en les maintenant sous forme oligomerique, tout en 
conservant tout ou partie de leur activite biologique, et plus particulierement tout 
ou partie de leurs proprietes immunogenes. 

Un second compose particulierement avantageux a pour structure de base 
hydrophobe le noyau gonane, constitue de 4 noyaux cycliques A, B, C et D, a 17 

25 atomes de carbone, constituant la structure de base du cholesterol, portant ou non 
des groupements hydrocarbones branches en 10 ou en 13, ainsi que des 
groupements hydrophiles sur certains des 17 atomes de carbone, en alpha ou beta, 
principalement en 3, 7, 12, esterifies ou non, cette structure de base etant associee 
ou non a une autre tete polaire branchee sur le noyau cyclique D en 15, 16 ou 17, 

30 directement ou non par I'intermediaire d'une chaine hydrocarbonee, 

Un second compose prefere est represente par le 37[(3-cholamidopropyl)- 
dimethylamino]-l-propane sulfonate (ou CHAPS), ou encore par le 3-[(3- 
cholanudopropyl)-dimethylamino]-2-hydroxy-l -propane sulfonate (ou CHAPSO). 
A titre illustratif le second compose peut Egalement 6tre choisi parmi les sels des 

35 acides biliaires, cholique et desoxycholique, chenod6soxycholique ou lithocholique 
(de sodium par exemple), les sels des acides biliaires conjugues taurocholique ou 
glycocholique (de sodium par exemple), et la digitonine. 
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Les differentes cellules sur lesquelles le precede de T invention pent etre 
applique, sont representees par toute cellule du corps humain ou animal ou encore 
les cellules vegetales, aux genomes modifies ou non, notamment par mise en 
oeuvre de manipulations genetiques ou par mutation. Ces cellules peuvent 

5 egalement etre infectees par des micro-organismes tels que decrits ci-dessous. 

Les micro-organismes sur lesquels le procede de lyse de Tinvention est 
susceptible d'etre applique sont representes notamment par les bacteries ou les 
virus humains ou animaux (ou encore de vegetaux) presentant des glycoproteines 
d'enveloppe susceptibles d'etre sous forme oligomerique. Dans le cas ou ces 

10 micro-organismes sont des virus, ces demiers peuvent etre responsables de la 
fusion des membranes virus-hote lors de 1' infection, et sont plus particulierement 
representes par les retrovirus humains du type HTV-l, HIV-2 ef HTLV-I, 
HTLV-n, les myxovirus, notamment les virus de I'influenza, les paramyxovirus, 
notamment le virus des oreillons et le virus de la rougeole. 

15 Le procede de lyse selon I'invention est avantageusement applique aux 

differents types de virus responsables du SIDA, HIV 1 ou HIV-2 ou un melange de 
ces demiers, en vue de la separation, pour ce qui conceme HIV-1, d'une part de la 
proteine d'enveloppe transmembranaire de HTV-l, de 41kDa decrite ci-dessus et 
connue sous le nom de gp41 (responsable de la fusion des membranes avec les 

20 cellules cibles lors de T infection), sous forme oligomerique, c'est a dire trimerique 
de 120kDa et plus particulierement tetramerique de 160 kDa, et d' autre part des 
autres proteines entrant dans la composition du virion, notamment les produits des 
genes viraux "gag", "pol" et "env", y compris la gpl20 (autre produit de clivage 
decrit ci-dessus du precurseur de la proteine d'enveloppe gpl60 et qui est 

25 responsable de la reconnaissance de la cellule cible CD4 positive) sous forme 
monomer ique. 

Pour ce qui conceme HIV-2, I'application du procede de Tinvention permet 
la separation d'une part des formes oligomeriques de la proteme d'enveloppe de 
36kDa connue sous le nom de gp36 et, d'autre part des autres proteines 
30 constitutives du virion de fagon analogue a celles de HIV-1 . 

Le procede de lyse selon Tinvention. peut egalement 6tre applique aux 
differents types de myxovirus responsables de la grippe ou influenza, avec 
possibilite de s6parer, d'une part la proteine d'enveloppe HA aux proprietes 
hemaglutinantes sous forme oligomerique et plus particulierement nrimerique et, 
35 d'autre part, les autres proteines entrant dans la composition du virion, elles- 
mSmes sous forme oligomfirique (comme la proteine NP par exemple) ou non 
oligomerique. 
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L' invention a egalement pour objet un precede d'obtention de proteines sous 
leur forme oligomerique telle qu'existante dans la membrane de cellules ou dans la 
membrane de micro-organismes, caracterise en ce qu'il comprend une etape de lyse 
des cellules, des micro-organismes, notanunent de virus, ou des botes cellulaires 

5 infectes par ces micro-organismes, suivant le precede de Tinvention decrit ci- 
dessus, le cas echeant suivie d*une etape de separation proprement dite des 
proteines obtenues lors de Tetape precedente, notamment par electrophorese en gel 
de poly aery lamide en presence de dodecyl sulfate de sodium par exemple, 
permettant la separation des proteines en fonction de leur masse moleculaire, les 

10 proteines sous forme oligomerique restant associees sous une telle forme. 

Avantageusement le precede susmentionne pent etre utilise dans le but 
d'obtenir lesdites proteines oligomeriques sous forme purifiee, notanmmient en 
faisant suivre 1' etape de lyse ou celle de separation precedemment decrites, par une 
etape de purification, notamment par immuno-aflfmite ou par separation 

15 moleculaire et recueil de la (ou des) fraction(s) contenant la (ou les) proteine(s) 
oligomerique(s) recherchee(s) purifiee(s). 

II va de soi que la realisation, apres Tetape de lyse susmentionnee, de la 
purification des proteines permet d'obtenir une composition comprenant differentes 
proteines oligomeriques en association, tandis que la realisation de cette etape de 

20 purification apres celle de separation permet d'ebtenir des proteines oligomeriques 
isolees et purifiees. 

L' invention a Egalement pour objet les proteines oligomeriques telles 
qu'obtenues par mise en oeuvre du precede susmentionne de T invention. 

L* invention vise plus specifiquement le trimere de 120kDa et le tetramere de 

25 160kDa de HIV-1 susmentionnes sous forme purifiee, ou encore les formes 
oligomeriques de la gp36 de HIV-2 susmentionnees, tels qu'obtenus par mise en 
oeuvre du precede de lyse de T invention suivi d'une etape de purification, de la 
maniere decrite ci-dessus, de ces proteines oligomeriques ainsi obtenues, lesdites 
proteines presentant la caracteristique d*etre stables a temperamre ambiante en 

30 presence de quantites de SDS superieures ou egales a environ 0,5%, notamment 
d 'environ 1 %, et de quantites de CHAPS qui soient au moins du meme ordre que 
celles de SDS. 

L* invention vise plus particulierement des compositions de proteines sous 
forme oligomerique obtenues par mise en oeuvre d'un precede tel que decrit ci- 
35 dessus de lyse de virus du type HIV, ou d'hotes cellulaires susceptibles de contenir 
de tels vims, et le cas ech6ant purifiees, ces compositions comprenant soit des 
proteines oligomeriques differentes entre elles en association* soit des proteines 
oligomeriques identiques isolees. 
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L* invention vise notanunent des compositions comprenant le trimere de la 
proteine d'enveloppe transmembranaire de HIV-1 de 41kDa (ou gp41), a savoir le 
trimere de 120kDa decrit ci-dessus, et/ou le tetramere de cette gp41, a savoir le 
tetramere de 160kDa decrit ci-dessus, et/ou une ou plusieurs formes oligomeriques 

5 de la gp36 de HrV-2 susmentionnees. 

L*invention vise encore des compositions comprenant les proteines 
oligomeriques, et plus particulierement trimerique, de la proteine HA des 
myxovirus tels que ceux responsables de la grippe ou infuenza. 

L' invention vise egalement T application de compositions comprenant une ou 

10 plusieurs proteines oligomeriques, et obtenues selon le precede decrit ci-dessus 
pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic ou de tests de confirmation in 
vitro de pathologies causees par T infection d'individus (homme ou animal) par des 
micro-organismes susceptibles d'etre porteurs de telles proteines oligomeriques. 
A ce titre, T invention a pour objet toute methode de diagnostic ou tout test de 

15 confirmation susmentioimes, et realises par detection des anticorps reconnus 
specifiquement par ces proteines oligomeriques et susceptibles d'etre presents dans 
des echantillons biologiques, notammeni dans du s6nim, provenant d*individus 
eux-memes susceptibles d'etre infectes par les micro-organismes en question 
(notarament ceux decrits ci-dessus). 

20 L'invention conceme plus particulierement toute methode de diagnostic in 

vitro des infections causees par les differents virus du type HTV, et qui sont a 
Torigine du SIDA, chez THomme ou chez Tanimal, ou tout test (ie confirmation de 
ces infections, comprenant le cas 6cheant une 6tape d'application du precede de 
lyse de l'invention sur les virus du SEDA ou sur les cellules infectees par ces 

25 demiers susceptibles d'etre contenus dans un echantillon biologique, notamment 
dans le serum, preleve chez un individu, et ime etape de detection des anticorps 
susmentionnes a Taide d'une ou plusieurs proteines sous forme oligomerique telles 
qu' obtenues par mise en oeuvre du procede de lyse susmentionne. 

L'invention a egalement pour objet toute composition comprenant: 

30 - au raoins un premier compose, choisi parmi ceux decrits ci-dessus, 

susceptible de solubiliser les proteines presentes dans des cellules, micro- 
organismes, notamment des virus, ou botes cellulaires infectes par ces micro- 
organismes, et de dissocier (lorsqu'il est utilise seul ou en tres large exces par 
rapport au second compose) les proteines qui sont sous forme oligom6rique, en 

35 association avec 

- au moins un second compose^ choisi panni ceux decrits ci-dessus, 
possedant la propriete de solubiliser les proteines oligomeriques membranaires en 
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les maintenant sous forme oligomerique, tout en conservant tout ou panie de leurs 
proprietcs immunogenes, 

le premier compose etant utilise dans Tassociation definie ci-dessus dans des 
proportions telles qu'il conserve la propriete de solubiliser les proteines presentes 
5 dans ces cellules, micro-organismes (notamment les proteines responsables de la 
replication du genome de ces micro-organismes) ou botes cellulaires, tout en 
autorisant le maintien sous forme* oligomerique de celles des proteines susceptibles 
d'etre sous une telle forme dans ces cellules, micro-organismes ou botes 
cellulaires. 

10 Une composition particulierement preferee dans le cadre de la presente 

invention est telle que: 

- le premier compose est constime d*un sel.de lithium ou de sodium de 
dodecyl sulfate, 

- le second compose est le 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylamino]-l-propane 

15 sulfonate (ou CHAPS). 

A titre illustratif, la quantite du premier compose, et plus particulierement 
celle du SDS, represente de preference environ 1,5 fois la quantite (en g/1) de 
proteines totales presentes dans Techantillon biologique a trailer selon le procede 
de lyse de T invention. 

20 Dans rhypothese ou Ton se trouve en presence d'echantillon biologique ou la 

concentration en protSines totales n*excede pas environ 3mg/ml, la concentration 
de SDS est avantageusement de Tordre d'environ 5mg/ml. 

De preference, la quantite du second compose, et plus particulierement du 
CHAPS, est au moins equivalente a celle du premier. Avantageusement, le second 
25 compose est utilise dans im rapport equiponderal avec le premier compose. 

Des compositions particulierement preferees contiennent environ 0,5% a 
environ 1 % de chacun des deux composes SDS et CHAPS. ^ 

L*invention a egalement pour objet tout procede d'obtention des compositions 
decrites ci-dessus de Tinvention, et comprenant a titre d'exemple le melange du 
30 premier et du second compose tels que decrits ci-dessus, le cas echeant en solution 
aqueuse tamponnee . 

L' invention vise egalement des trousses de reactifs (ou kits) pour la mise en 
oeuvre d'un procede de lyse selon invention et comprenant une composition 
contenant en association un premier compost et un second compose tels que d6crits 
35 ci-dessus. 

L'invention conceme egalement des trousses de reactifs pour la mise en 
oeuvre de methodes de diagnostic ou tests de confirmation tels que decrits ci- 
dessus, et comprenant une composition contenant une ou plusieurs proteines 
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oligomeriques telles qu'obtenues par mise en oeuvre du precede de lyse de 
r invention, et, le cas echeant une composition contenant en association un premier 
compose et un second compose tels que decrits ci-dessus. 

L'invchtion a egalement pour objet I'utilisation d*une ou plusieurs proteines 
5 oligomeriques telles qu'obtenues par le procede de lyse de Tinvention, pour 
Tobtention de medicaments et compositions vaccinantes destines respectivement au 
traitement et a la prevention de pathologies causees par les infections par les micro- 
organismes porteurs de ces proteines oligomeriques. 

A ce titre, Tinvention a plus particulierement pour objet des vaccins contre 
10 les differents virus du type HIV, et coraprenant une ou plusieurs proteines telles 
qu'obtenues par mise en oeuvre du procede de lyse de T invention sur des virus du 
type HTV (notamment HTV-l et HIV-2) ou sur des cellules infectees par ces virus. 

L'invention vise plus particulierement des compositions vaccinantes 
comprenant le trimere de 120kDa ei/ou le tetramere de 160kDa, et/ou les formes 
15 oligomeriques de la proteine d'enveloppe de 361cDa susmentionnes, tels qu^obtenus 
par mise en oeuvre du procede de lyse de T invention sur des virus du type HTV-l 
et/ou HIV-2, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

L* invention vise egalement des compositions vaccinantes contre les differents 
virus responsables de la grippe ou influenza, comprenant une composition 
20 contenant les proteines oligomeriques, et plus particulierement trimerique, de la 
proteine HA, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

L*invention sera davantage illustree a I'aide de la description detaillee qui 
suit de realisation du procede de lyse de T invention pour Tobtention des proteines 
oligomeriques de 120kDa et de 160kDa d'HTV-l decrites ci-dessus. 

25 

I MATERIEL ET METHODES 
1-LIGNEES CELLULAIRES ET VIRUS 
1-1 CEM 

Lignee lymphoblastique isolee a partir de sang peripherique d*une malade 
30 atteinte de leucemie lymphoblastique aigue (T4+). Ces cellules proviennent de 
"r American Tissue Culture Collection" (ATCC CC L 119) et portent la reference 
CCRS-CEM. 

1-2 GEM HIV 

35 II s'agit de cellules OEM chroniquement infectees par Tisolat LAV BRU 

pour les CEM HTV-l et par 1' isolat ROD pour les CEM HIV-2. 



1-3 PRODUCTION DE PARTICULES VIRALES 
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Les lignees productrices sont cultivees a une densite de 1 a 2.10^ cellules/ml. 
Le milieu, contenant les particules virales produiies, est renouvele deux fois par 
jour et conserve a 4'*C pendant au maximum 3 jours avant la purification. 

5 1-4 PURIFICATION DES PARTICULES VIRALES 

Les sumageants sont traites de la fa9on suivante: 

- une premiere centrifiigation pennet d*eliminer les debris cellulaires pendant 
30 min a 3000 g, 

- le sumageant est preleve, les particules virales en suspension sont 
10 sedimentees par centrifiigation pendant 1,5 h a 100 000 g, 

- les panicules virales sont remises en suspension dans du TNE 
(Tris-HCl 0,02 M a pH7,5, NaCl 0,1 M, EDTA 0,001 M) et purifiees par 
centrifugation isopycnique en gradient discontinu de saccharose de 20 a 59% 
pendant 16 ha 280 000 g. 

15 Le gradient est prepare a partir de cinq solutions de saccharose a 20, 30, 

38,5, 47 et 59% (poids/volume). II s'agit d'une centrifugation a I'equilibre dans un 
gradient de densite discontinue. Les particules vont done traverser les couches 
successives du gradient jusqu'a ce qu'elles rencontrent un milieu de densite 
identique a leur propre densite (d= 1,13). 

20 Les particules virales sont recueillies au sommet de la firaction de saccharose 

a 38%. La fraction contenant les particules virales est diluee par deux volumes de 
TNE et centrifiigee pour concentrer les virions pendant 3 h a 150 OOOg. Le culot, 
constitue de particules virales, est alors repris avec du TNE. 

25 2-SEPARATION DES PROTEINES PAR ELECTROPHORESE EN 

GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE DE SDS 

2-1 SOLUBILISATION DES PROTEINES VIRALES DANS LES 
CONDITIONS OPTIMISEES 

Les proteines sont solubilisees dans le tampon d'echantillon suivant: 
30 Tris-HClpH6,8 0,0625M 

DTE (dithioerythritol) 0,100M 

SDS 1% 

CHAPS 1% 

Glycerol 10% 



35 
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2-2 CONDITIONS D'ELECTROPHORESE 

Les gels de polyacrylamide sont coules a temperature constante de 20°C. La 
separation des proteines est effectuee en gel de polyacrylamide de 1 mm 
d'epaisseur compose successivement: 
5 - d'un gel de resolution fait de: 

Acrylamide 12,5 % 

MBA (Methylene Bisacrylamide) 0,4 % 

Tris-HClpH8,8 0,375 M 

- et d'un gel de concentration fait de: 
10 Acrylamide A % 

MBA . 0,11 % 

Tris-HClpH6,8 0,125 M 



Tampons d'electrophorese: 

15 superieur Trisbase ' 0,025M 

Glycine 0,192M 

SDS 0,1% 

inferieur Tris base 0,025M 

Glycine 0,192M 



20 

Parametres electriques: 
500 volts (V) 
0,5 amperes (A) 
6 watts/plaque (W) 
25 600 volts.heure (V/h) 



Avec ces parametres la migration s'effectue a puissance constante et prend 
fm lorsque les 600 volts heures sont atteints. La migration est effectuee a 
temperature controlee, constante a 20*'C. 

3- ELECTROTRANSFERT SUR NITROCELLULOSE 

Les proteines separees par electrophorese sont ensuite 61ectrotransferees sur 
une feuille de nitrocellulose ou tout autre support equivalent. 

4- REVELATION DES PROTEINES TRANSFEREES 

En fm de transfert la nitrocellulose est coloree avec une solution: 
rouge Ponceau a 0,025 % 
acide trichloroacetique 3,5 % 
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Cette etape fixe les proteines sur la nitrocellulose mais pennet aussi de 
colorer les proteines transferees et done de verifier la qualite du transfert. Cette 
coloration est labile a pH neutrie. 

5 

5-IMMUNODETECTION ' 
Toutes les etapes sont effectuees a temperature ambiante et sous agitation 
constante. Le rouge Ponceau est totalement elimine par rin?age avec du PBS. 

- La nitrocellulose est saturee 30 min dans une solution de lait ecreme a 1 % 
10 dans du PBS. 

- Fixation du premier anticorps contenu dans du serum dilue au 1/100^^^ 
dans la solution de saturation, pendant 1 heure. 

- La solution contenant le premier anticorps est eliminee et la nitrocellulose 
est rincee 3 fois 10 min avec une solution de Tween 20 a 0,1 % dans du PBS. 

15 - le second anticorps est dilue au 1/1000^^^ dans du PBS/Tween 20 et 

incube pendant 1 heure. 

- La nitrocellulose est alors lav6e 3 fois 10 min dans du PBS/Tween puis 
rincee rapidement dans du PBS. 

- La revelation est effectuee dans une solution de NBT/BCIP ("nitro blue 
20 tetrazolium/S bromo-4 chloro-3 indolyl phosphate"), la reaction est arretee dans de 

Teau distillee. 

n-RESULTATS 

Dans les conditions utilisant le procede de Tinvention de solubilisation des 
25 proteines virales, trois bandes correspondant aux produits de gene "env" peuvent 
etre mises en evidence a 160, 120 et 41 kDa, laissant supposer, en premiere 
approche, qu'il s*agit respectivement: 

- du precurseur, gpl60; 

- de la glycoproteine exteme gpl20, permettant la reconnaissance du CD4; 
30 - de la glycoproteine transmembranaire gp41, permettant la fusion des 

membranes. 

Dans ces conditions, toutefois, la gp41 appardt toujours de faible intensite, 
alors que dans les conditions de solubilisation des proteines virales classiquement 
utilisees, la gp41 apparait avec une plus grande intensit6 avec, en contre partie, une 
35 absence de gpl60 et gpl20. 

Cependant les resultats obtenus avec des anticorps monoclonaux montrent 

que: 
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- la bande situee a 120 kDa contieni une proteine qui possede un etitope de la 
gp41, puisqu'un anticorps monoclonal anti-gp41 reconnait a la fois les produits de 

160 kDa et de 120 kDa, 

- le meme produit de 120 kDa est reconnu tres faiblement par un anticorps 
5 monoclonal anti-gpl20 qui lui-m6me ne reconnait pas le produit qui devrait Stre 

son precurseur, la gpl60. 

Si on ne pent pas ecarier I'hypothese que I'epitope reconnu par I'anticorps 
monoclonal anti-gpl20 ne spit pas accessible sur le precurseur gpl60 non cUve, la 
presence d'un epitope de gp41 sur la gpl20 ne pent, en revanche, pas etre 
10 expiiquee puisque ces deux protSines sont codees par des regions differentes du 
genome viral et qu'elles ne possedent ni homologie de sequence ni reactivite 
immunologique croisee. 

Par consequent, tous les epitopes reconnus par ces anticorps monoclonaux 
anti-gp41 sont presents sur les produits de 120 a 160 kDa et les epitopes de la 
15 gpl20 ne sont jamais detectes sur le produit de 160 kDa. Ceci suggere que les deux 
bandes mises en evidence en "western blot" a 120 et 160 kDa correspondent a des 
formes oligoraeriques de la gp41. 

Cependant, les anticorps monoclonaux anti gpl20 reconnaissent egalement un 
produit de 120 kDa. H faut done supposer que la bande mise en evidence par 
20 immunod6tection avec un serum positif, correspond h la detection de deux produits 
du gene "env", k savoir une forme multim6rique de la gp41 associ6e k la 
glycoproteine exteme gpl20. Ceci est compatible avec les r6sultats obtenus en 
"western blot" puisque, l'immunod6tection effectoee avec les anticorps 
monoclonaux anti gpl20 donne dans la region de 120 kDa une bande d'environ 
25 1 mm, alors que sur la mfeme membrane, un serum positif donne dans cette region 
un signal beaucoup plus large de 3 a 4 mm environ. De plus, cette bande reconnue 
par I'anticorps anti gp 120 est non seulement plus fine mais egalement legerement 
plus haute que la bande reconnue par I'anticorps monoclonal anti-gp41 . 

Ainsi le produit de 160 kDa mis en evidence sur les "western blots" prepares 
30 a partir de lysats de virus correspond-il a un tetramere de gp41 et la bande de 
120 kDa correspond-elle a la fois a la gpl20 et a un trimere de la gp41. 

Le precurseur code par le gene env (la gpl60) ne serait pas present dans la 
particule virale sous sa forme non clivee. Ce point est en accord avec les resultats 
de Pinter et col. (1989) qui, grace i un anticorps monoclonal anti-gpl20. mettent 
35 en evidence la presence de gpl60 et de gpl20 dans un lysat de celhiles infectees, 
alors que le meme anticorps ne reconnait que la gpl20 dans les particules virales. 

L'addition de CHAPS ou 3-[(3-cholamidoproyl)-dimethylamino-l-propane 
sulfonate] au tampon de dissociation des particules virales apparait directement 
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responsable du maintien des structures oligomeriques des glycoproteines de 
I'enveloppe virale. Le CHAPS est un detergent "zwitterionique" dont la structure 
est proche de celle du cholesterol et qui possede des proprietes proches de ceUes 
d'autres detergents ioniques, conune les chelates et deoxycholates. Le CHAPS 
5 permet une bonne solubilisation des proteines membranaires et empeche la 
formation d'aggregats proteiques. II a permis d'isoler des recepteurs membranaires 
sans en alterer les proprietes (affinites, specificites). alors que ces recepteurs 
perdent leur propri6t6 lorsqu'ils sent extraits avec d'autres detergents [Simonds et 
col., 1980; Sladeczeketcol., 1984; Broseetcol., 1992]. 
10 Dans le cas de HIV, I'effet stabilisateur du CHAPS sur la structure 

quatemaire du tetramere depend de la concentration en CHAPS au moment de la 
dissociation des particules virales. Si le CHAPS est ajoute a des particules virales 
deja dissociees par action du SDS, il ne permet pas la reassociation des 
monomeres. Pour HIV, I'interaction gp41/CHAPS semble stabiliser la 
15 conformation oligomerique de la gp41, ce qui lui permet d'etre parfaitement 
recomiue par les anticorps. Sans CHAPS et a 1% de SDS, les formes 
ohgomeriques sont progressivement dissocides, la dissociation fitant acc616r6e par 
le traitement a 95°C. De plus, il a ete montre que la concentration maximum de 
SDS toleree par le tetramere de gp41 est de I'ordre de 0,1 a 0,15 %. Au-dela le 
20 tfitramere est dissociS. II semble cependant que les tfitrameres puissent resister a 
des concentrations plus elevees en SDS mais pendant un laps de temps tres court 
(environ 5 min) [Pinter et col.. 1989]. Ces resultats renforcent les observations 
effectu6es au laboratoire avec la mise en evidence de la perte de reactivite 
antig6nique au niveau des formes oligomeriques de la gp41 par traitement de 
25 ediantillons a 95 °C en presence de 1 % de SDS . 

On pent done supposer que lors du traitement de la particule virale par le 
tampon de solubilisation contenant a la fois du CHAPS et du SDS: 

- le CHAPS prend la place du cholesterol membranaire avec une affmite pour 
les aminoacides hydrophobes impliques dans I'interaction avec le cholest6rol plus 

30 importante que celle, moins specifique, du SDS pour ces memes aminoacides 
hydrophobes transmembranaires, 

- tandis que le SDS prend la place des phospholipides et glycolipides 

membranaires, 

- I'association SDS-CHAPS tendant a reconstimer I'environnement n^cessaire 
35 au maintien des structures oligomeriques des glycoproteines transmembranaires. 

Cependant, un excfes de SDS ou le chauffage prolonge au moment de la 
solubilisation deplacent Tinieraction en faveur du SDS qui prend alors, de fa?on 
irreversible, la place du CHAPS. 
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m TEST D IMMUNOGENICrrE CHEZ LA SOURIS 

- n i^t qiprinn He la preparation vaccinale 

Le virus grippal purifie par ultracentrifugation sur gradient de saccharose est 
remis en-suspension en tampon phosphate (PBS) a pH 7.4 a la concentration de 3 
mg de proteines totales/ml (dosage proteique selon Bradford, 1976). 

Apres sonication, le virus est traite pendant 18h a 37°C par un egal volume 
d'une solution de detergents contenant 1 % de SDS et 1 % de CHAPS en tampon 
PBS a pH 7.4, DTE (dithioerythritol) 0,02 M. On recherche I'absence de virus 
residuel par inoculation de 0,2 ml de la preparation virale non diluee ou diluee a 
1/10 dans la cavite allantoique d'oeufs de poule embryonnes de 10 jours; en cas 
d'activite infectieuse residuelle, on pent effecmer une 6tape supplementaire 
d'inactivaiion par traitement au fonnaldehyde a 0.01 % final pendant 24 h k 
temperamre ambiante. 

- Prntnrnle d ' immunisation . 

Des souris BALB/c (IFFA-CREDO France) agees de 6 semaines sont 
immunisees par voie sous-cutante, sous un volume de 0,5 ml, avec les doses de 0- 
0 1-1-10 et lOOMg de proteines totales de la preparation virale inactivee obtenue 
prec€demment; ces doses sont pieparees par dilution de la preparation dans du 
tampon PBS pH 7,4. EUes sont administrees sans adjuvant. Chaque groupe 
25 experimental est constitoe de 10 animaux recevant chacun une dose identique 
d'antigene. 

Deux schemas d' immunisation sont effecmes parallelement qui comportent ou 
non une injection de rappel: 28 jours apres immunisation, les groupes d'animaux 
recevant une seule injection sont saignes, ceux qui subissent une injection de rappel 
regoivent une injection de meme dose que lors de la primo-immunisation et sont 
ensuite saignes 15 jours apres le rappel. Les prelevements de sang sont effecmes a 
la carotide, sous anesthSsie des souris k I'fither. 



20 



30 



35 



- ^Mm scrums . 

Les s6rums sont analyses pour leur contenu en anticorps mhibant 1 activite 
h6magglutinante du virus grippal (anticorps IHA). (il est admis qu'Us ont, chez 
I'homme, une signification protectrice vis-a-vis de la souche d' immunisation pour 
des taixx d* ordre de 40-80) . 
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Les serums sont prealablement debarrasses de leurs inhibiteurs non 
specifiques par traitement a la neuraminidase de cholera (Receptor Destroying 
Enzyme, RDE), suivi si necessaire par un traitement au metaperiodate de 
potassium. 

La reaction d' inhibition d'hemagglutination (Pahner et al., 1975) met en 
presence a volume egal (sous 50 fd, en tampon PBS) des dilutions de raison 2 des 
s6rums traites, le virus grippal dilue de fa?on a contenir 4 unites hemagglutinantes, 
et des globules rouges de poule a 0,5 %. Le titre du s6rum en aniicorps IHA est 
donne par I'inverse de la demiere dilution qui inhibe I'activitd hemagglutinante du 
virus. 
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REVENDICATIONS 



1. Precede de lyse de cellules ou de micro-organismes, tels que les virus, ou 
d'hotes cellulaires infectes par ces micro-organismes, aux genomes modifies ou 
non notamment aux fins d'obtention et. le cas echeant de purification des proteines 
i localisation membranaire chez ces cellules, micro-organismes ou botes 

10 cellulaires. ce procede permettant de maintenir sous forme oligomerique ceUes des 
proteines susceptibles d'etre presentes sous une telle forme dans les cellules, 
micro-organismes ou botes cellulaires susmentiomies, tout en detruisant le pouvour 
infectieux de ces micro-organismes. lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend une etape de traitement de ces cellules, micro-organismes ou botes 

15 cellulaires a Taide d'une composition contenant une association d'au moms deux 
molecules differentes (designees respectivement par premier et second composes) 
au caractere amphipathique, chacune comprenant une partie bydrophobe et une 
partie bydrophile. 

20 2 Proc6d6 de lyse selon la revendication 1. caracterise en ce que I'une au 

moins des deux molteules, k savoir le premier compos6, possede la propriete. 
lorsqu'U est utilise en debors de I'association avec le second compose, de 
solubiliser les proteines presentes dans ces cellules, micro-organismes ou botes 
cellulaires, et de dissocier les proteines qui sont sous forme oligomenque, ce 

25 compose 6tant utUise dans I'association defmie dans la revendication 1 avec le 
second compose dans des proportions telles qu'il conserve la propnete de 
solubiliser les proteines presentes dans ces cellules, micro-organismes ou botes 
cellulaires tout en autorisant le maintien sous forme oligomerique de celles des 
proteines susceptibles d'etre sous une telle forme dans ces cellules, micro- 

30 organismes ou hdtes cellulaires. 

3 Procade de lyse selon la revendication 2. caracterise en ce que le premier 
compost, est constitue d'une ou plusieurs cbaines bydrocarbonees, hydrophobes 
saturtes ou insaturees, lamifiees ou non. et d'une tete polaire reliant entre elles ou 
35 non ces chaines hydrophobes. 
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4. Procede de lyse selon la revendication 3, caracterise en ce que le premier - 
compose est choisi parmi les composes repondant a la formule suivanie: 

CH3-(CH2)n-R. dans laquelle: 

- R represente un groupe sulfate, phosphate, ou un haiogene, notamment le 

5 chlore ou le brome, 

- n est supeieur ou egal a 4, et de preference compris entre 10 et 18. 

5. Procede de lyse selon Tune des revendications Ik 4, caract6ris6 en ce que 
le second compose utUise dans I'association definie dans la revendication 1. 

10 possede la propriete de solubiliser les proteines oligomeriques membranaires en les 
maintenant sous forme oligomerique, tout en conservant tout ou partie de leurs 
proprietes inmninogenes. 

6. Procede de lyse selon la revendication 5, caracterise en ce que le second 
15 compose a pour structure de base hydrophobe le noyau gonane, constitue de 

4 noyaux cycliques A, B, C et D, a 17 atomes de carbone, constituant la strucwre 
de base du cholesterol, portant ou non des groupements hydrocarbones branches en 
10 ou en 13, ainsi que des groupements hydrophiles sur certains des 17 atomes de 
carbone, en alpha ou beta, principalement en 3, 7, 12, est6rifies ou non, cette 
20 strucmre de base etant associee ou non k une autre tfete polaire branchee sur le 
noyau cyclique D en 15, 16 ou 17, directement ou non par I'imerm&iiaire d'une 
chaine hydrocarbonee. 

7. Procede de lyse selon I'une des revendications 1 k 6, caract6ris6 en ce que 
25 le premier compost est le sodium dodecyl sulfate (ou SDS) et le second compose 

est le 3-[(3-cholamidopropyl>dimethyIamino-l-propane sulfonate] (ou CHAPS). 

8. Procede de lyse selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
qu'il est appUque sur des cellules humaines, animales ou vegetales, ou sur des 

30 micro-organismes ou des botes cellulaires infectes par ces micro-organismes, 
notamment par des virus humains, animaux ou vegetaux, pr6sentant des proteines, 
notamment des glycoproleines d'enveloppe, susceptibles d'etre sous forme 
oligomerique et, le cas 6cheant, responsables de la fusion des membranes virus- 
hote lors de 1' infection. 



35 



9. Proc6ie de lyse selon I'une des revendications 1 k 8, caract6ris6 en ce 
qu'U est applique sur des retroviras humains du type HIV-1, HIV-2 et HTLV-I, 
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HTLV-n, les myxovirus, notamment les virus de rinfluenza, les paramyxovirus, 
notamment le virus des oreillons et le virus de la rougeole. 

10. Precede de lyse selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce 
5 qu'il est applique aux differents types de vims responsables du SIDA, HIV-1 ou 

HIV-2 ou un melange de ces demiers, en vue de la separation, pour ce qui 
conceme HTV-l, d*une part la proteine d'enveloppe transmembranaire de HIV-1, 
de 41kDa connue sous le nom de GP41 (responsable de la fusion des membranes 
avec les cellules cibles lors de Tinfection), sous forme oligomerique, c'est a dire 

10 trimerique de 120kDa et plus particulierement tetramerique de 160 kDa, et d'autre 
part les autres proteines entrant dans la composition du virion, notamment les 
produits des genes viraux "gag", "pol" et "env", y compris la gpl20 (autre produit 
de clivage du precurseur de la proteine d'enveloppe gpl60 et qui est responsable de 
la reconnaissance de la cellule cible CD4 positive) sous forme monomerique, et, 

15 pour ce qui conceme HIV-2, d'une part les formes oligomeriques de la proteine 
d'enveloppe de 36kDa comiues sous le nom de gp36 et, d' autre part les autres 
proteines constimtives du virion de fagon analogue a ceiles d'HTV-l . 

11. Precede de lyse selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce 
20 qu'il est applique aux differents types de myxovirus responsables de la grippe ou 

influenza, avec possibiUte de separer, d'une part la proteine d'enveloppe HA aux 
proprietes hemaglutinantes sous forme oligomerique et plus particulierement 
trimerique et, d'autre part, les autres proteines entrant dans la composition du 
virion. 

25 

12. Precede d'obtention de proteines sous leur forme oligomerique telle 
qu'existante dans la membrane cellulaire ou dans la membrane des micro- 
organismes, caracterise en ce qu'il comprend une etape de lyse des cellules, des 
micro-organismes, notamment de virus, ou des botes cellulaires infectes par ces 

30 micro-organismes, suivant le procede selon Tune des revendications 1 a 11, le cas 
echeant suivie d'une etape de separation proprement dite des proteines obtenues 
lors de I'etape precedente, notamment par electrophorese en gel de polyacrylamide 
en presence de dodecyl sulfate de sodium par exemple, permettant la separation des 
proteines en fonction de leur masse moleculanre, les proteines sous forme 

35 oligomerique restant associees sous une telle forme, cette demiere etape ou I'etape 
de lyse precedente etant elles-memes le cas echeant suivie d'une etape de 
purification de la proteine ou des proteines ainsi obtenues. 
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13. Proteines oligomeriques telles qu'obtenues par mise en oeuvre d'un 
precede selon I'une des revendications 1 a 12. 

14. composition de prot6ines oligomeriques telles selon la revendication 13, 
5 comprenant le trimere de la proteine d'enveloppe transmembranaire de HTV-l de 

41kDa (ou gp41), a savoir le trimere de 120kDa decrit ci-dcssus, et/ou le tetramere 
de cetie gp41, a savoir le tetramere de 160kDa, et/ou une ou plusieurs formes 
oligomeriques de la gp36 d'HIV-2. 

10 15. Composition de proteines oligomeriques selon la revendication 13, 

comprenant la proteine d'enveloppe HA aux proprietes hemaglutinantes sous forme 
oligomerique et plus particulieremrat trimerique, des myxovirus responsables de la 
grippe ou influenza. 

15 16. Methode de diagnostic in vitro de pathologies causees par I'infeciion 

d'individus (homme ou animal) par des micro-organismes, notamment par les virus 
du type HIV, cette methode comprenant une etape de detection des anticorps 
reconnus specifiquement par les proteines oligomeriques telles qu'obtenues par le 
procede selon Tune des revendications 1 k 13, notamment par les proteines selon la 

20 revendication 14, ces anticorps 6tant susceptibles d'etre presents dans des 
echantiUons biologiques, notamment dans du serum, provenant d'individus 
eux-memes susceptibles d'etre infectes par les micrororganismes en question. 

17. Composition vaccinante contre les diffSrents virus du type HIV, 
25 comprenant une composition selon la revendication 14, en association avec un 

vehicule physiologiquement accqjtable. 

18. Composition vaccinante contre les differents virus responsables de la 
grippe ou influenza, comprenant une composition selon la revendication 15, en 

30 association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

19. Composition caracterisee en ce qu'elle comprend: 

- au moins un premier conq)os6 susceptible de solubiliser les proteines 
presentes dans des cellules, micro-organismes, notamment des virus, ou botes 
35 cellulaires infectfe par ces micro-organismes, et de dissocier Oorsqu'U est utilise 
seul ou en nbs large excfes par rapport au second compos6) les prolines qui sont 
sous forme oligomerique, en association avec 
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10 



15 



- au moins un second compos6 possedant la propriete de solubiliser las 
prot6ines oligomeriques membranaires en les maintenant sous forme oligomerique, 
tout en conservant leurs proprietes immunogenes, 

le premier compose etant utilise dans I'association d6fmie ci-dessus avec dans 
des proportions telles qu'il conserve la propriete de solubUiser les proteines. 
presentes dans ces cellules, micro-organismes ou hdtes ceUulaires. tout en 
autorisant le maintien sous forme oligom6rique de celles des proteines susceptibles 
d'etre sous une teUe forme dans ces cellules, micro-organismes ou hdtes 
cellulaires. 

20. Composition selon la revendication 19. caracterisee en ce que le premier 
conqH)se est le sodium dodecyl sulfate (ou SDS) et le second compose est le 
3.[(3-cholamidopropyl)-dimethylamino.l-propane sulfonate] (ou CHAPS). 

21. Composition selon la revendication 19 ou 20. caracterisee en ce que la 
quantite du premier compose, et plus particulierement celle du SDS. represente de 
preference environ 1,5 fois la quantity (en g/1) de proteines totales presentes dans 
rechantillon biologique a traiter selon le precede de lyse defini dans I'une des 
revendications 1 a 13. 

22. Composition selon I'mie des revendications 19 a 21. caract6ris6e en ce 
que la quantite du second compos6. et plus particulierement du CHAPS, est au 
moins equivalente a celle du premier. 

23. Composition selon I'une des revendications 19 h 22, caracteris6e en ce 
que le SDS et le CHAPS sont utilises dans un rapport equiponderal, et connent de 
preference environ 0,5% i environ 1% de chacun de ces deux composes. 

24. Trousses de reactifs (ou kits) pour la mise en oeuvre d'mi procede selon 
) I'mie des revendications 1 a 13 et comprenant une composition selon Tune des 

revendications 19 a 23. 

25 Trousses de reactifs pour la mise en oeuvre d'une mdtiiode de diagnostic 
selon la revendication 16, comprenant une con^KJsition contenant une ou plusieurs 
,5 proteines oligomeriques telles qu'obtenues par le procede selon I'une des 
revendications 1 k 13. notamment une composition selon la revendication 14. et le 
cas &h6ant une composition selon l'une des revendications 19 a 23. 
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